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カインを誘導することで炎症反応と関連する．ヒトでは 10 種類の TLR が知られており，各


















































TLR パスウェイは myeloid diﬀerentiation factor-88 
（MyD88）依存性，非依存性があり，それぞれ下流
で異なったシグナルでサイトカインやケモカイン
の発現を誘導する．MyD88 は TLR のアダプター
蛋白であるが，ほとんどの TLR シグナルは通常
の MyD88 依存性のパスウェイである．リガンド
が結合した TLR には MyD88 が誘導され，Toll-
Interleukin-1 Receptor（TIR）ドメインで結合する．
続いて IRAK 蛋白と TRAF6 蛋白のリクルートに
より下流の Nuclear factor-κB（NF-κB）シグナル






　ヒトにおける TLR は 10 種類のファミリーメン
バーから構成されている．10 種類のうち，現在ま
で 9 種類の TLR において，少なくとも 1 つの特異
的リガンドが同定されている．主なものとしては，
TLR2 はグラム陽性菌の構成成分である PGN を認
識し10），TLR4 はグラム陰性菌の構成成分である
LPS を認識する11，12）．また，TLR3 は，ウィルスが

























OVK18#102（RCB2535）を RIKEN Cell Bank
（Tsukuba, Japan）より購入した．細胞は，JHOS-
4，JHOM-1，JHOC-5 は Dulbecco's modiﬁed Eagle's 
Medium（DMEM）：Ham's F12＝1：1 培養液（fetal 
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bovine serum：FBS 10％，0.1 mM NEAA，50 IU/ml 
penicillin，50μg/ml streptomycin），OVK18#102
は Roswell Park Memorial Institute（RPMI）1640
培養液（FBS 10％，50 IU/ml penicillin，50μg/ml 
streptomycin）で行った．37℃，CO2 濃度 5％下で
維持した．
　2．リアルタイム PCR アレイを用いた TLR パス
ウェイの解析
　上記細胞株より RNeasy Mini Kit（QIAGEN，
CA）を用い Total RNA を抽出した．対照として，
Human Ovarian Surface Epithelial Cell total RNA
（Science Cell Research Laboratories，CA）を用い
た．RT2 First Strand Kit（SABiosciences，MD），
続いてTLRシグナルパスウェイ関連遺伝子に関し，
RT2 ProfilerTM PCR Array : Human Toll-Like 
Receptor Signaling Pathway（SABiosciences，MD）
を用いて各パスウェイに代表的な遺伝子の発現の検
討を行った．RT2 ProﬁlerTM PCR Array : Human 
Toll-Like Receptor Signaling Pathway 上に配列さ
れている遺伝子群を Table 1 に示した．得られた結





mL ; Heat-killed Listeria monocytogenes（TLR2），
108 cells/mL; Poly（I：C） （TLR3），10μg/mL; LPS
（TLR4），100 ng/mL; Flagellin（TLR5），1μg/mL;  
FSL-1 （TLR 6/2），1μg/mL; Imiquimod（TLR7），0.5
μg/mL ; ssRNA40（TLR8），0.5μg/mL ; CpG 
ODN（type B）（TLR9），5μM （Invivogen，CA）．
添加 24 時間後，RNeasy Mini Kit（QIAGEN，CA）
を用いて Total RNA を抽出，RT2 First Strand Kit




6（IL-6）と chemokine ligand 2（CCL-2）の発現を








行った．結果は各組織型毎に Table 2 から Table 5
に示した．また，対照との比較を Fig. 1 に示した．
漿液性腺癌細胞株 JHOS-4 では TLR6,7,8,10 が過剰





JHOM-1 で は TLR4 の 過 剰 発 現 を 認 め， 逆 に
TLR2,3,5 に発現低下を認めた．明細胞腺癌株
JHOC-5 では定常状態では過剰発現している TLR
はなく，逆に TLR1,2.5,9，また TLR2,4,5,7,8,9 のア
ダプターである MyD88 は発現が低下していた．類
内膜腺癌細胞株 OVK18#102 では，過剰発現を示し
た TLR は認めず，TLR1,2,3,4,6 は逆に発現低下を
認めた．NFκB パスウェイ関連遺伝子は，4 つの組
織型で概して発現低下傾向であった．
Table 2　 Genes Over and Under Expressed in 
JHOS-4 Cells （Serous adenocarcinoma）
Genes Over-Expressed in JHOS-4 vs. Control Group 























Genes Under-Expressed in JHOS-4 vs. Control Group 




















Table 3 　 Genes Over and Under Expressed in 
JHOM-1 Cells （Mucinous adenocarcinoma）
Genes Over-Expressed in JHOM-1 vs. Control Group 
Gene Symbol Fold Regulation 
TLR4 4.7962
TNFRSF1A 6.8347
Genes Under-Expressed in JHOM-1 vs. Control Group 

































サイトカイン IL-6 と CCL-2 の発現を検討した．結
果は Fig. 2 に示した．漿液性腺癌細胞株では TLR6
アゴニストによって IL-6 が対照と比較して 8.3 倍，
CCL-2は 32 倍と高反応を示した．定常状態で高発現
を認めた TLR6,7,8 は機能していると考えられるが，








Table 4　 Genes Over and Under Expressed in 
JHOC-5 Cells （Clear cell adenocarcinoma） 
Genes Over-Expressed in JHOC-5 vs. Control Group 





Genes Under-Expressed in JHOC-5 vs. Control Group


















Table 5 　Genes Over and Under Expressed in OVK18#102 
Cells （Endometrioid adenocarcinoma）
Genes Over-Expressed in OVK18#102  vs. Control Group














Genes Under-Expressed in OVK18#102 vs. Control Group






















































Fig. 2　 Functional TLR signaling in ovarian cancer cell lines. Cell lines were stimulated with agonists for TLRs ［Pam3CSK4 
（TLR1/2） 1μg/mL; heat-killed Listeria monocytogenes （TLR2） 108 cells/mL; Poly（I : C） （TLR3） 10μg/mL; LPS （TLR4） 
100 ng/mL; Flagellin （TLR5） 1μg/mL; FSL-1 （TLR 6/2） 1μg/mL; Imiquimod （TLR7） 0.5μg/mL; ssRNA40 （TLR8） 





















が過剰発現していた．特に TLR7 は 15 倍と強い発
現を認めた．一方で TLR6 アゴニストによる誘導
では CCL-2 は 8 倍以上，IL-6 は 30 倍以上と過剰に

















　粘液性腺癌では IL-6 は TLR1,3,4,5,6,7 のアゴニス





























　TLR4 と TLR2 に関して，マウス癌細胞株を用い
た研究で，アゴニスト添加で腫瘍の増殖を認めたと
の報告がある29）．また，TLR アダプター分子であ
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THE ANALYSIS OF TOLL-LIKE RECEPTOR SIGNAL PATHWAY  
IN HUMAN OVARIAN CANCER CELLS
Masaki HAYASHI, Tsuyoshi OKUDA, Hiroshi CHIBA,  
Masaaki NAGATSUKA and Takashi OKAI
Department of Obstetrics and Gynecology, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 Inﬂammation has been implicated in the initiation and progression of ovarian cancer, al-
though the mechanisms underlying this eﬀect are still unclear.  Toll-like receptors （TLRs） allow immune 
cells to recognize pathogens and to trigger inﬂammatory responses.  The tumor cell expression of TLRs 
can promote inﬂammation and cell survival in the tumor microenvironment.  The present study evaluat-
ed the changes in 84 genes involved in the TLR pathway using a real time PCR array in 4 diﬀerent histo-
logical types of ovarian cancer cells.  The functional activity for TLRs was also demonstrated by the 
stimulation of cell lines with speciﬁc agonists and release of the proinﬂammatory cytokines interleukin-6 
and CCL-2.  The results are as follows : TLR6, 7, 8, 10 were upregulated in serous carcinoma cells ; in par-
ticular, there was 15.9-fold over-expression of TLR7.  TLR4 was upregulated in mucinous carcinoma cells. 
In contrast, there was no upregulation of TLRs nor down regulation of TLRs while a downregulation of 
MyD88 TLR adaptor genes was observed in clear cell carcinoma cells.  The TLRs that were upregulated 
in these cells were functional, except for TLR7 in serous adenocarcinoma.  In endometrioid carcinoma 
cells in which no TLRs were upregulated without stimulation, IL-6 and CCL-2 were induced by TLR5. 
On the other hand, no induction of proinﬂammatory cytokines was observed in clear cell carcinoma cells.
These results suggest that TLRs appear to play a role in the development and proliferation of ovarian 
cancer cells, and each histological type of TLR may diﬀerently manipulate the inﬂammatory pathway 
through TLRs to thereby characterize their biological properties.
Key words :  ovarian cancer, toll-like receptor, NF-κB, MyD88
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